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Die zunehmende Miniaturisie-
rung bis hin zum nanoskopi-
schen Maßstab in vielen techni-
schen Disziplinen hat auch die
Lebenswissenschaften ergrif-
fen. Dies ist insofern von gro-
ßer Bedeutung, als die Proteine
als kleinste funktionale Einhei-
ten des Lebens trotz ihrer winzi-
gen Abmessungen eine faszi-
nierende Komplexität aufwei-
sen, die es ihnen erlauben,
hoch differenzierte und speziali-
sierte Aufgaben in der Zelle und
im Organismus zu übernehmen.
Aus diesem Grund werden sie
in der modernen Biologie auch
als molekulare oder zelluläre
„Maschinen“ bezeichnet. Um
diese kleinen Wunderwerke zu
studieren und ihre Funktions-
weise in ihrer natürlichen Um-
gebung zu analysieren, bedarf
es innovativer Technologien, die
es erlauben, mit maximaler
räumlicher und zeitlicher Auf-
lösung auch einzelne Moleküle
in der lebenden Zelle sichtbar
zu machen und zu verfolgen. Im
Folgenden wird eine von uns
entwickelte fluoreszenzspektro-
skopische Methode vorgestellt,
mit deren Hilfe die komplizier-
ten Interaktionen zwischen
Proteinen in der lebenden Zelle
aufgeklärt werden können.
The progress of miniaturisation
towards the nanoscopic scale in
science and technology has
also influenced the biosciences.
This is particularly important,
since proteins, as the smallest
functional units of life, exhibit a
spectacular wealth of functiona-
lities, enabling them to fulfil
complex tasks in cells and orga-
nisms. For this reason, they are
often termed molecular or cellu-
lar “machines”. To be able to
investigate and better under-
stand these fascinating molecu-
les in their native environment,
new analytical methods must
be developed, with appropriate-
ly high sensitivity and spatial
and temporal resolution. We
describe one very promising
technique based on fluorescen-
ce spectroscopy, which allows
a quantitative analysis of pro-
tein-protein interactions in the
live cell.
1 Einleitung
Eine der drängenden technischen Heraus-
forderungen für die moderne Biologie, und
damit auch für die Biotechnologie und Me-
dizin, besteht angesichts der enormen Infor-
mationsfülle, die wir derzeit aus Genetik
und Proteomik über die Prozesse im Zell-
innern gewinnen, darin, geeignete Metho-
den zu identifizieren, mit deren Hilfe diese
komplexen molekularen Reaktionsnetzwer-
ke einer quantitativen Herangehensweise
zugänglich werden. Konkret bedeutet das,
dass eine völlig neue Art von Messverfahren
erforderlich ist, um insbesondere Protein-
Protein-Interaktionen in situ, also unter den
spezifischen biochemischen Verhältnissen
der lebenden Zelle, zu studieren. Konven-
tionelle biochemische Analyseverfahren
scheiden hier oftmals aus, da sie auf einer
dramatischen Änderung der stöchiometri-
schen Verhältnisse basieren, Zellfraktio-
nierung und Separation beinhalten und oft-
mals Konzentrationen erfordern, die weit
über der lokalen intrazellulären liegen. Im
Prinzip kommen daher derzeit nur optische
Methoden in Frage, da sie allein die erfor-
derliche Sensitivität besitzen und nichtinva-
siv, d. h. weitgehend ohne Störung des zel-
lulären Gesamtsystems angewendet werden
können. Hier ist es insbesondere die Fluo-
reszenzmikroskopie, die in den letzten Jah-
ren dramatische Fortschritte katalysiert hat
und aus dem modernen Biologie- und Bio-
technologielabor nicht mehr wegzudenken
ist. Die Fluoreszenzmikroskopie bedarf der
spezifischen Markierung interessanter Mo-
leküle mit einer meist synthetischen organi-
schen Verbindung, die bei Bestrahlung mit
intensivem Licht, wie z. B. einem Laser,
eine charakteristische Strahlung im sichtba-
ren Spektralbereich aussendet. Dadurch ist
es möglich, die so markierten Moleküle
auch in extrem geringer Konzentration op-
tisch zu detektieren.
2 Bisherige Ansätze zur Analyse von
intrazellulären Reaktionen
Welche Möglichkeiten gibt es nun, um
molekulare Dynamik und Interaktion, wie 
z. B. die Bindung oder Dissoziation von
Biomolekülen, direkt lokal nachzuweisen?
Dafür wird generell zunächst der Ansatz
gewählt, die verschiedenen Spezies (zum
Beispiel A und B) unterschiedlich zu mar-
kieren, d. h. im Bereich der Fluoreszenz-
mikroskopie mit spektral unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen. Erste Hinweise zur
Interaktion von A mit B erhält man nun
dadurch, dass die mikroskopischen Auf-
nahmen in den verschiedenen Farben über-
lagert werden. Die sogenannte Ko-Lokali-
sation verschiedener Spezies an einer be-
stimmten Stelle in der Zelle kann eine spezi-
fische Interaktion bedeuten, erlaubt aber
ohne sehr aufwendige Kontrollmessungen
keineswegs eindeutige Aussagen. Ein ande-
rer moderner Ansatz beruht auf dem spek-
troskopischen Prinzip des Resonanz-Ener-
gietransfers (FRET): Bei geringer räum-
licher Distanz – wie sie bei molekularer
Interaktion auftritt – kann zwischen unter-
schiedlich markierten Molekülen eine Über-
tragung der Anregungsenergie zwischen den
Farbstoffen stattfinden, die sich in einer
Rotverschiebung des Fluoreszenzsignals
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manifestiert. Diese elegante Methode, spezifische Inter-
aktion nachzuweisen, ist allerdings dadurch begrenzt, dass
im Allgemeinen nur Abstände im Bereich weniger Nano-
meter nachgewiesen werden können und dass die Quanti-
fizierung der FRET-Effizienz einer oftmals schwer zu errei-
chenden Kontrolle anderer relevanter Parameter, wie der
sterischen Orientierung der Farbstoffmoleküle, bedarf.
3 Idee und Konzept der Fluktuations-Kreuzkorrela-
tions-Spektroskopie: Ko-Diffusion
Die an der Professur für Biophysik des Biotechnologischen
Zentrums (BIOTEC) der TU Dresden entwickelte und viel-
fach angewandte zweifarbige Kreuzkorrelations-
Spektroskopie [10] kombiniert die Vorteile der oben genann-
ten Methoden. Sie basiert auf den früher entwickelten Kon-
zepten der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)
und weist eine mindestens ebenso gute Spezifität wie die
FRET-Ansätze auf, ohne dabei die genannten Probleme bei
der quantitativen Auswertung zu besitzen. Sie wird optisch
auf Basis der sogenannten konfokalen Einzelmoleküldetek-
tion durchgeführt (Bild 1): Durch die Fokussierung eines
Laserstrahls und die geeignete optische Abbildung auf einen
Detektor wird das Messvolumen dabei so weit begrenzt,
dass bei den üblichen intrazellulären Konzentrationen zu
jeder Zeit nur eines oder wenige Moleküle detektiert wer-
den. Da in einer wässrigen Umgebung wie Pufferlösungen,
aber auch in der lebenden Zelle, praktisch alle Moleküle der
ungeordneten Diffusionsbewegung unterliegen, entstehen
permanent Signalfluktuationen, indem sich Moleküle in das
Messfenster des fokussierten Laserstrahls hinein- und wie-
der aus ihm herausbewegen.
Das grundlegende Prinzip der zweifarbigen Kreuzkorre-
lationsanalyse ist es nun, molekulare Interaktion durch Ko-
Diffusion anstelle der sonst gebräuchlichen, eher unspezifi-
schen Ko-Lokalisation nachzuweisen. Da die Methode im
Bereich einzelner detektierter Moleküle arbeitet, kommt uns
hierbei die Statistik zu Hilfe: Wenn das Messvolumen klein
genug ist, ist die Wahrscheinlichkeit, dass zwei verschiede-
ne Moleküle das Messvolumen genau gleichzeitig erreichen
und wieder verlassen, verschwindend gering. Ereignet sich
daher in zwei verschiedenen Messkanälen (z. B. rot und
grün) gleichzeitig eine Signalfluktuation, so deutet das dar-
auf hin, dass die beiden Spezies aneinander gebunden ha-
ben, d. h. dass eine spezifische lokale Interaktion vorliegt.
Bei richtiger Kalibrierung der Apparatur lassen sich dadurch
Konzentrationen einfach und mehrfach markierter Moleküle
quantitativ bestimmen. Damit eignet sich das Verfahren ins-
besondere zur Analyse der molekularen Interaktion, aber
auch der Integrität zwei- oder mehrfarbig markierter Mole-
külkomplexe. 
Zu den essenziellen biochemischen Prozessen, die mit
der Methode analysierbar sind und zum Gegenstand der
Forschungsarbeiten der Arbeitsgruppe gehören, zählen
Protein-Protein-Wechselwirkungen (z. B. Bindung zwi-
schen Rezeptoren und Liganden), Protein-DNA-Interak-
tionen (z. B. Bindung von Transkriptionsfaktoren an Promo-
torsequenzen) sowie enzymatisch katalysierte Spaltungs-
und Verknüpfungsreaktionen, die zentralen Elemente des
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Bild 1. Grundprinzip der Kreuz-
korrelation: Molekulare Interak-
tion kann dadurch nachgewiesen
werden, dass die beiden unter-
schiedlich markierten Moleküle so
fest aneinander binden, sodass sie
sich gemeinsam durch ein Mess-
fenster bewegen. Das gleichzeitige
Auftauchen von roten und grünen
Lichtblitzen in den Detektions-
kanälen weist eindeutige Inter-
aktion nach und erlaubt eine präzi-
se Quantifizierung der Reaktions-
kinetik.
Zellmetabolismus. Mittels Kreuzkorrelationsanalyse konn-
ten zudem kürzlich neue Erkenntnisse über die Mechanis-
men der Endozytose (Stoffaufnahme durch die Zelle), ins-
besondere die Aufnahme und Wirkungsweise von Zellgif-
ten, gewonnen werden [1]. 
4 Zweiphotonenanregung – weit mehr als ein interes-
santer quantenmechanischer Effekt
Die Zweiphotonenanregung beruht auf einem komplexen
physikalischen Prinzip, dessen theoretische Beschreibung
durch die spätere Nobelpreisträgerin MARIA GÖPPERT-
MAYER bereits in die 30-er Jahre, die Blütezeit der theoreti-
schen Quantenphysik, zurückgeht. Vereinfacht kann man
sich darunter die Anregung eines Atoms oder Moleküls
durch zwei gleichzeitig absorbierte Photonen der halben
erforderlichen Energie vorstellen (Bild 2). Dieses Phäno-
men ist nach klassischen Vorstellungen eigentlich ausge-
schlossen. Die Quantenmechanik lässt mit der Unschärfe-
relation allerdings ein – wenn auch winziges – Toleranz-
intervall von 10-15 s für die Absorption eines zweiten
Photons nach der Absorption des ersten. Das genügt, um mit
gepulsten Hochleistungslasern, die eine extrem hohe tempo-
räre Photonendichte erzeugen, eine quantitative Anregung
von entsprechenden Farbstoffen mit der doppelten ihrer
eigentlich nötigen Wellenlänge zu erreichen. Dadurch kön-
nen sichtbare Farbstoffe im nah-infraroten Spektralbereich
(IR) angeregt werden, und zwar bei Wellenlängen, die auf-
grund ihrer größeren Eindringtiefe und der geringeren
Anregung zelleigener Fluoreszenz für Arbeiten mit Zellen
und Gewebe sehr viel besser geeignet sind. Der bislang be-
deutendste Vorteil, der quasi zu einem Durchbruch der
Zweiphotonenanregung in der biomedizinischen Bildge-
bung führte [3], ist allerdings die durch die quadratische
Intensitätsabhängigkeit bedingte inhärente Begrenzung des
Anregungsvolumens (Bild 3). Dadurch wird erheblich weni-
ger Energie in der Zelle deponiert als bei Standardverfahren
und störender Hintergrund, aber auch die Zellschädigung
werden auf ein Minimum reduziert.
Ein weiterer entscheidender Vorteil der Zweiphotonenan-
regung, der in den Arbeiten der Professur eine noch größere
Rolle spielt, sind die oft stark veränderten Zweiphotonen-
Anregungsspektren der gebräuchlichen Farbstoffe. Werden
geeignete Farbstoffe ausgewählt, ist es möglich, mit einer
einzelnen IR-Anregungslinie spektral separierbare
Farbstoffe (z. B. grüne und rote) gleichzeitig anzuregen
(Bild 4). Dadurch kann das optische System, insbesondere
für Einzelmolekülmethoden wie die oben beschriebene
Kreuzkorrelationsanalyse, entscheidend vereinfacht werden
[5]. Durch den Einsatz der Zweiphotonenanregung ist es
den Wissenschaftlern der Arbeitsgruppe mittlerweile sogar
gelungen, das Spektrum gleichzeitig analysierbarer Mole-
küle auf drei zu erweitern [4]. Mit einer IR-Wellenlänge
können nun drei verschiedene molekulare Spezies gleich-
zeitig detektiert sowie deren sekundäre und ternäre
Komplexbildung quantifiziert werden. Dies ist ein entschei-
dender Schritt auf dem Weg zum Verständnis der kompli-
zierten intrazellulären Protein-Interaktionsmuster und könn-
te in naher Zukunft dazu beitragen, Schlüsselprozesse wie
Signaltransduktion oder Mechanismen der enzymatischen
Katalyse erstmals auf molekularer Ebene zu beobachten und
zu verstehen.
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Bild 2. Prinzip der Zweiphotonenanregung. Eine gleichzeitige Anregung
des Farbstoffmoleküls durch zwei Photonen der halben notwendigen
Energie ist möglich, wenn diese innerhalb eines extrem kurzen
Zeitintervalls (quantenmechanisch „gleichzeitig“) absorbiert werden. Die
Anregungsart hat keine Auswirkungen auf die daraus resultierende
Fluoreszenzemission, weswegen mit gegenüber der Fluoreszenz langwelli-
gerem Licht angeregt werden kann.
Bild 3. Die Zweiphotonenanre-
gung ist räumlich hochselektiv, da
durch die quadratische Abhängig-
keit von der Anregungsintensität
nur im unmittelbaren Fokalbereich
ausreichend Energie deponiert
wird. Dadurch entfällt der übliche
Fluoreszenzlichtkegel und die Be-
strahlungsschädigung von Zelle
und Farbstoff außerhalb des foka-
len Messvolumens wird erheblich
reduziert. 
5 Experimentelle Ergebnisse
Die ersten Experimente mit Zweifarben-Kreuzkorrelation
wurden an einem Testsystem mit zwei unterschiedlich mar-
kierten, komplementären DNA-Oligonukleotiden durchge-
führt [10]. Die Formierung von stabilen, zweifarbig mar-
kierten Doppelsträngen wurde in Abhängigkeit von der
Inkubationszeit aufgenommen und dadurch eine präzise Ki-
netik bei nanomolaren Konzentrationen bestimmt. Der
„Proof-of-Principle“, dass mit der zweifarbigen Kreuzkor-
relationsmethode in der Tat eine hochsensitive In-situ-
Messung molekularer Komplexbildung möglich war, war
dadurch erbracht. Die neue Methode konnte daraufhin in
einer Vielzahl unterschiedlicher Studien, von der Enzym-
kinetik bis hin zur medizinischen Analytik, eingesetzt wer-
den.
Eine der im klinischen Bereich wohl vielversprechends-
ten Arbeiten, die auf der von der Arbeitsgruppe entwickel-
ten Methode basiert, beschreibt den ultrasensitiven Nach-
weis infektiöser Prion-Protein-Aggregate in menschlichem
Spinalliquor [2], eine Methode mit hohem Potenzial für die
Früherkennung von BSE oder anderen neurodegenerativen
Krankheiten. Die Idee ist es, die vermutlich zur Neurode-
generation führende Aggregation von zellulärem Prion-
protein und die daraus resultierende Entstehung von
Pathogenen dadurch nachzuweisen, dass in einer Lösung
unterschiedlich markierter zellulärer Prionproteine bei Ag-
gregatbildung eine Anreicherung zweifarbig markierter Spe-
zies erfolgt. Die Nachweisgrenze gegenüber herkömm-
lichen Verfahren konnte hierdurch signifikant gesenkt wer-
den.
Aber auch der Bereich der pharmakologischen Wirkstoff-
entwicklung profitiert von dieser Methode. So konnten in
der Vergangenheit bereits mehrere hochempfindliche, sepa-
rationsfreie Enzymassays entwickelt werden, darunter einer
zur ultraschnellen Detektion der spezifischen Aktivität von
Endonukleasen [6], der auf der Zerlegung zweifarbig mar-
kierter Substratmoleküle durch das Restriktionsenzym
EcoRI basiert (Bild 5). Die abnehmende Konzentration
intakten Substrats kann durch eine Abnahme der zweifarbi-
gen Kreuzkorrelationsamplitude verifiziert werden. Dabei
konnte man die Datenaufnahmezeiten durch die hohe
Spezifität des Signals bis in den 100-Millisekunden-Bereich
reduzieren. 
6 Intrazelluläre Anwendungen
Eines der präparativen Probleme bei der Fluoreszenz-
messung in lebenden Zellen ist die spezifische Fluores-
zenzmarkierung der zu untersuchenden Moleküle in der
Zelle, ohne dass molekulare Funktion oder zellulärer Ap-
parat beeinträchtigt werden. Hierfür haben sich in den letz-
ten Jahren insbesondere fluoreszierende Proteine wie GFP
durchgesetzt, die genetisch an das zu untersuchende Protein
fusioniert werden können. Durch die gezielte Modifikation
des GFP und Auffindung homologer Proteine ist mittlerwei-
le eine spektrale Palette fluoreszierender Proteine vom blau-
en bis in den roten Bereich verfügbar. Sowohl die Arbeiten
der Professur als auch andere Untersuchungen zeigen dabei
deutlich, dass grüne und rote Proteine mittels Zweiphoto-
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Bild 4. Prinzip der gleichzeitigen Zweiphotonenanregung unterschiedlicher
fluoreszierender Einzelmoleküle. Hierdurch wird der Versuchsaufbau für
mehrfarbige Einzelmolekülanwendungen erheblich vereinfacht.
Bild 5. Prinzip eines Restriktionsassays auf Kreuzkorrelationsbasis: Die
spezifische Zerlegung des DNA-Substrats durch ein Enzym führt zu einer
Abnahme zweifach markierter Moleküle, die sich in einer Abnahme der
Kreuzkorrelationsamplitude manifestiert.
nenanregung problemlos durch eine einzige IR-Wellenlänge
adressiert werden können, was den apparativen Aufbau bei
intrazellulären Anwendungen erneut reduziert. 
In Kooperation mit einer neurobiologisch arbeitenden
Gruppe der Universität Houston/Texas konnte dadurch erst-
mals eine intrazelluläre Reaktion mit komplexer Stöchio-
metrie ohne Störung des zellulären Apparats in Echtzeit und
auf Einzelmolekülebene beobachtet werden. Dies ist als ein
echter Durchbruch der Methode hinsichtlich ihrer Relevanz
bei zellbiologischen Fragestellungen anzusehen und eröff-
net eine Vielzahl von zukünftigen Anwendungsszenarien.
Bei den bisher wichtigsten Arbeiten auf intrazellulärem
Gebiet [7, 8] wurde die spezifische, Ca2+-regulierte
Bindung des Proteins Calmodulin an das Enzym CaM-
Kinase in Abhängigkeit des intrazellulären Ca2+-Gehalts
verfolgt. Diese Reaktion hat eine Schlüsselfunktion inner-
halb der Calcium-abhängigen Signaltransduktion inne und
wird insbesondere für zelluläre Gedächtniseffekte in
Neuronen als essenziell erachtet. Bild 6 zeigt die Ergebnisse
der intrazellulären Messungen mittels Zweiphotonen-
Kreuzkorrelationsanalyse. Abhängig von der zellulären Cal-
ciumkonzentration können in situ unterschiedliche Ampli-
tuden der Kreuzkorrelationsfunktion gemessen werden, die
auf eine Bindung oder Dissoziation von Calmodulin-CaM-
Kinase-Komplexen hinweisen.
Durch die Hinzunahme eines dritten Farbstoffsystems und
die Erweiterung des Detektionssystems um einen weiteren
spektral selektiven Messkanal kann nicht nur die Bildung
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Bild 6. Zweiphotonen-Kreuzkorre-
lations-Messungen in der lebenden
Zelle. Die Amplitude der Kreuz-
korrelationsfunktion, die den loka-
len Bindungsgrad zwischen den
Proteinen Calmodulin und CaM-
Kinase repräsentiert, ist von der
intrazellulären Calciumkonzentra-
tion abhängig.
Bild 7. Tripel-Korrelations-Mes-
sungen an DNA-Testsystemen.
Drei jeweils einfach markierte
DNA-Oligonukleotide binden da-
bei an einen gemeinsamen Gegen-
strang. Die Graphen zeigen das
zeitliche Anwachsen der Zweifach-
(links) und Dreifach- (rechts) Kor-
relationsamplituden durch Zu-
nahme zweifarbig und dreifarbig
markierter Molekülkomplexe. As-
soziationskinetiken können direkt
auf Basis des zeitlichen Verlaufs
erstellt werden.
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dualer, sondern auch die Bildung ternärer Komplexe unter-
sucht werden, was das Anwendungsspektrum der Methode
bei komplexen biologischen  Fragestellungen abermals sig-
nifikant erweitert. Bisher wurden „Proof-of-Principle-
Messungen“ an DNA-Testsystemen durchgeführt [4]. Die
Ergebnisse zeigen eindeutig, dass auf der Basis der oben
ausgeführten Theorie eine Identifikation einfarbiger, zwei-
farbiger und dreifarbiger Komplexmoleküle auf Einzelmole-
külebene und in situ möglich ist. Auch hierfür ist die
Zweiphotonenanregung unabdingbar, da eine Einkopplung
dreier Anregungswellenlängen die Komplexität der Mess-
apparatur erheblich vergrößern und die Separation des An-
regungslichtes vom Emissionslicht die Signal-zu-Hinter-
grund-Verhältnisse dramatisch reduzieren würde. Typische
Resultate einer solchen Tripelkorrelations-Messung sind in
Bild 7 gezeigt. 
Insgesamt kommt den fluoreszenzspektroskopischen und
-mikroskopischen Einzelmolekülmethoden eine immer
wichtigere Rolle bei der quantitativen Aufklärung intrazellu-
lärer Prozesse zu. Diese Methoden, wie die Zweiphotonen-
Kreuzkorrelationsanalyse, erlauben es unter anderem, echte
Brücken zwischen den Biowissenschaften und der
Nanotechnologie zu schlagen und damit wichtige
Voraussetzungen für eine molekulare Biomedizin zu schaf-
fen, die letztlich zu einem völlig neuen Verständnis des
Gesamtsystems eines Organismus führen soll.
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